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Fig. 1. 妊娠時薬物療法の胎児危険度評価項目と妊娠時期 
























Fig. 2. Overview of the placental membrane. 













Fig. 3. Overview of the placental barrier. 
 
シンシチオトロホブラスト層に類似した TJ 形成能，細胞特性，およびトランスポーター機能を有
















































で作製した上皮細胞層モデルは TJ形成が未熟であり，in vivo と比べると細胞間隙輸送経路が大
きく寄与してしまっている 7-13)．これまでに in vitro 評価系が確立されている薬物透過評価モデル
には，薬物の小腸吸収予測手法としてのヒト大腸がん由来 Caco-2細胞層モデルや 14)，中枢神経
系への薬物透過予測手法としての血液脳関門薬物透過評価モデルなどがある 12)．これらの in 









第一節 ヒト絨毛由来 BeWo細胞層と JEG-3細胞層間における細胞間隙透過性の比較検討 
 
シンシチオトロホブラストに類似している可能性のある細胞には，ヒト絨毛由来(human chorionic 
villi-derived) BeWo細胞株, JEG-3細胞株, JAR細胞株などがある．これらの細胞株は，これまでも
絨毛組織の子宮内膜への浸潤機構の解明など，トロホブラスト機能の検討に広く用いられてきた．






正確に評価できなかった 23)．したがって，本節ではまず BeWo 細胞と JEG-3 細胞とを用いて細胞
層を形成し，細胞間隙透過性を比較検討することでより細胞間隙透過を抑えることができる細胞





（１）セルカルチャーインサート上でのヒト絨毛由来 BeWo細胞株と JEG-3細胞株の培養 
ヒト絨毛由来 JEG-3細胞株 (Lot no. 04E018，DSファーマバイオメディカル)および BeWo細胞
株 （DSファーマバイオメディカル）は，10% fetal bovine serum (FBS)を含有した Eagle’s minimum 
essential medium (MEM，ナカライテスク)を用いて， 5% CO2，37ºC条件下により維持培養した．
ポアサイズ 0.4 μm，膜面積 0.7 cm2の Polyethylene terephthalate (PET)メンブレンを有する 24 ウェ
ルのセルカルチャーインサート，ミリセル®（ミリポア）の培養膜を，コラーゲン Type I（新田ゼラチ
ン）:60% エタノール(1:3)の 50 μLでコーティングし 24)，無菌的に一夜静置乾燥後，これに 50,000
個／cm2の細胞密度で BeWo細胞と JEG-3細胞を播種した 16,18-26)．ミリセル®は，24ウェルプレー
トの 1 ウェル内で静置培養し，ミリセル®内の層(400 μL)を上層(apical側)，ミリセル®外の層(800 
μL)を下層（basolateral側）とした．ミリセル®上で培養後，それぞれの細胞層を 10日間経日的に経
上皮電気抵抗(Trans epithelial electric resistance, TEER)値の測定，および 7日目に fluorescein 
isothiocyanate–labeled dextran (w.t. 4400, FD-4)FD-4の透過実験に供した(Fig. 4)． 
 

















（３）BeWo細胞層および JEG-3細胞層を介した FD-4の透過実験 
BeWoおよび JEG-3を用いて，ミリセル®上で細胞層を形成した．培養 7日目に，透過実験緩衝
液 4.5 g/L D-グルコース含有 Hank’s balanced salt solution (HBSS)で，上層 400 μL，下層 800 μL
の培地を置換し，30分間インキュベートして細胞層を安定化させた．最終濃度 10 μMの FD-4 を
上層に添加し，30，60，90分後にサンプリングを行った．サンプリングは，下層から 10 μLを採取し
て FD-4透過量のサンプルとし，採取量と同量の HBSS 10 μLを下層に添加した．採取したサンプ
ル 10 μLを 190 μLの HBSSで希釈した後，FD-4を蛍光光度計(excitation 485 nm, emission 528 
nm)で定量した．また，細胞層を介した見かけの物質透過係数(Papp: apparent permeability 
coefficient)は式 1 より計算した． 
 
式 1：                                                    dQ/dT: permeation rate (nmol/s), A: membrane area (cm2), C0: donor side 





することが報告されている 12,23,27,28)．まず，JEG-3細胞層と BeWo細胞層の TEER値を比較するこ
とによって，細胞間隙透過性がより低い細胞層を得ることができる細胞株を検討した．MEMによっ
て培養した JEG-3細胞層と BeWo細胞層の TEER値は培養 4日目以降一定となり，培養 7日目
にはそれぞれ約 160 ohms･cm2と約 50 ohms･cm2であった(Fig. 5A)．Liuらの報告においても 23)，
BeWo細胞層の TEER値は最大 60 ohms･cm2程度であり本結果を支持するものであった．また，
FD-4 は培養細胞層の細胞間隙経路を主に拡散通過する水溶性分子であり，細胞間隙透過性の
評価によく用いられている 29,30)．FD-4 透過量を経時的に比較したところ，90 分の FD-4 透過量で
は JEG-3細胞層の方が BeWo細胞層に比べて約 10倍低く，この時の透過係数は JEG-3の 0.78 
x 10
-6
 cm/sに対し，BeWoでは 7.18 x 10-6 cm/sであった(Fig. 5B)．これらの結果より，JEG-3細胞
層は BeWo 細胞層と比較して細胞間隙透過性が著しく低いことが判明し，in vitro 胎盤薬物透過
モデルには JEG-3細胞を用いる方が適切であることが強く示唆された． 
In vitro薬物透過モデルの TEER値に関する実例を挙げると，ヒト小腸薬物吸収モデル Caco-2
細胞層は通常 TEER 値 300 ohms･cm2以上で試験されている．TEER 値 300 ohms･cm2以下の
Caco-2 細胞層では，細胞間隙透過の影響により経細胞輸送を含めた薬物透過を正確に反映で




のと考えられる．本節で得られた JEG-3 細胞層は，BeWo 細胞層よりは細胞間隙透過性が著しく
低かったが，JEG-3細胞層でも TEER値は 160 ohms･cm2程度であり，未だ薬物透過評価モデル
としては細胞間隙透過経路の寄与が大きいと考えられる． 
 
Fig. 5. TEER values (A) and FD-4 permeation time course (B) across BeWo and 
JEG-3 cell layers. The cells were cultured in each maintenance culture medium 
for 7 days. ***p < 0.001. 
 
第二節 胎盤薬物透過モデルにおけるヒト絨毛由来細胞株 JEG-3の至適培養条件の検討 
 






せる因子に関してはさまざまな報告がなされている 34-40)．これらの因子を MEM に添加することお
よび培養液を栄養素の豊富なものに変更することで，JEG-3 細胞の分化を促す可能性があると考
えられる．まず，レチノイドおよび epidermal growth factor (EGF)が，シンシチオトロホブラスト化の
誘導因子として知られている 34,36)．また，シンシチオトロホブラストは母体とのさまざまな連絡網を
形成するために，妊娠初期において母体基底脱落膜へとさかんに浸潤していく．Haimovici らは
37)，マウストロホブラストの培養液に basic fibroblast growth factor (bFGF)や EGFを添加することで





須アミノ酸を含めて MEM よりも栄養素が豊富な培養液は，JEG-3 細胞の分化に影響を及ぼす可
能性がある．このような報告に基づいて，本節では JEG-3 細胞の分化を促進すると考えられる各






MEMに添加した各種因子の終濃度は，1 mM ピルビン酸，10 ng/mL Growth factor群 
(acidic fibroblast growth factor (aFGF), bFGF, EGF)，10 μM レチノイド，100 μM ホルスコリンであ
った．非必須アミノ酸を含めMEM よりも栄養素が豊富な培養液には，DMEM（Dulbecco’s 









培養膜を PBSで 2度洗浄した後，血球板を用いて計測した．総蛋白量は，細胞溶解液M-PER® 





各種の試験培養条件を用いて JEG-3 細胞層を形成し，MEM 培地での培養群を対照に TEER
値の比較を行った(Fig. 6)．MEM 培地にピルビン酸を添加して作製した JEG-3 細胞層，および
DMEM 群では対照群に比べて TEER 値に変化はなかった．aFGF，bFGF，EGF，レチノイド添加
群，および培養液をHam’s F-12，D/F，D/F + aFGF，CSC®培地に変更することによって，TEER値
 - 10 - 
 
の上昇が認められ，JEG-3 細胞層の細胞間隙がより密となることが示唆された．一方，ホルスコリン
は，BeWo および JEG-3 においてシンシチオトロホブラスト様分化の誘導試薬として知られている
が 5,18,23,38,41-45)，本結果では TEER 値の減尐を認めて細胞間隙透過を増加させることが示唆され




Fig. 6. Effects of several culture conditions on TEER values across JEG-3 cell 
layers. For each condition, the JEG-3 cells were cultured on Millicell
®
 24-well 
inserts for 4 d after initial culture in MEM for 3 d. *p < 0.05, ***p < 0.001 
(Tukey’s multiple comparison test vs. MEM). Data points represent the mean ± 
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Fig. 7. Effects of culture conditions on growth (A) and total protein amounts 
(B) of JEG-3 cells. For each condition, the JEG-3 cells were cultured on 
Millicell
®
 24-well inserts for 4 d after initial culture in MEM for 3 d. Data 
points represent the mean ± SD values of at least 4 different wells. 
 
「実験材料と方法」の項目にも記述したが，CSC®培地は，D/F 混合培地を基本培地として，
aFGF を含む添加物セルブーストが含まれる．本結果における CSC®培地を用いた TEER 値の上





を用いて培養した JEG-3細胞層を用いて，さらに in vitro胎盤薬物透過モデルとしての最適培養
条件の検討を行った．これ以降，MEMで培養した JEG-3細胞を Normal JEG (NJEG)細胞，およ
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間 7日間で作製した(Fig. 8)． 
 



















Fig. 9. Phase-contrast microscopy (× 200) of membrane, HUVEC, and 
JEG-3 cells stained with 0.1% crystal violet. 
 
次に，NJEG細胞層，DJEG細胞層，遠接モデル，および近接モデルにおける TEER値の比較
を行った(Fig. 10)．前節の結果と同様に，NJEG細胞層に比べて DJEG細胞層では有意な TEER
値の上昇が観察され，DJEG 細胞層の細胞間隙透過抑制に再現性が認められた．さらに，DJEG













Fig. 10. Differences of TEER among JEG cell monolayers cultured 
under four conditions. Results represent mean ± SD of 4 
determinations. After JEG-3 cells were cultured in MEM for 3 days, 
the cells were cultured in each condition for 4 days, MEM (NJEG), 
CSC
®
 medium (DJEG), and distant and proximate co-cultured with 
HUVECs in CSC
®
. ***p < 0.001, compared with NJEG using 








行っている可能性もある．しかしながら，今回 HUVEC と JEG-3 の共培養を検討するにあたって，
HUVEC層の TEER値を測定したところ 20 ohms･cm2程度であり(データ非掲載)，血管内皮細胞




























しかし，経細胞輸送経路を評価できるレベルには至らず，JEG-3 細胞の TJ 形成能に不備がある
可能性が考えられた．そこで次に，細胞間隙透過をさらに抑制するために，シンシチオトロホブラ
スト様の分化を促すいくつかの因子の報告に基づいて各種培養条件の下で JEG-3細胞層を形成
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IL-7，TNF-α が約 10 倍程度の濃度となるが，この中で TNF-α の胎児側濃度が上昇していない．



























 - 17 - 
 












Fig. 11. Predicted transporter profiles expressed to the syncytiotrophoblast and index 
markers for syncytialization from cytotrophoblasts. CLDN1: claudin-1, CAD-11: 
cadherin-11 (OB-cadherin), hCG: human chorionic gonadotropin, hPL: human placental 
lactogen, NECC1: not-expressed choriocarcinoma 1, MDR1: multidrug resistance protein-1 
(P-glycoprotein), MRP: multidrug resistance-associated proteins, BCRP: breast cancer 
resistance protein, GLUT: glucose transporter, SERT: serotonin transporter, NET: 
norepinephrine transporter, MCT: monocarboxylate transporter, OCT: organic cation 
transporter, OAT: organic anion transporter, ATA: amino acid transporter, EAAT: excitatory 
amino acid transporter. 




ある ZO-1，膜貫通型蛋白である occludin (OCLN)や CLDN1-5などが知られている．シンシチオト
ロホブラストにおいてもこれらの TJ関連蛋白の発現が認められており 49-51)，Haradaらは 43)，ホルス
コリンによって分化させた BeWo細胞ではCLDN1の発現が誘導され，CLDN5の発現が減弱され
る傾向があることを報告した．また，サイトトロホブラストは分化の過程で細胞融合能を獲得し多核
細胞層であるシンシチオトロホブラスト層となる 3-5,50-52)．これには尐なくとも AJ 関連蛋白である





とが報告されている 38,40,44,45,55-62)．これら hCG や hPL の分泌能亢進もシンシチオトロホブラスト化













, multidrug resistance-associated proteins (MRP)1-MRP8
3,4,38,66-72)，
および breast cancer resistance protein (BCRP)などが知られており 72-74)，中でも BCRPのシンシチ
オトロホブラストにおける発現は強力であるため，BCRP の発現誘導がシンシチオトロホブラスト化
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後，1次抗体Mouse monoclonal antibodies specific for human CDH11, desmoplakin I and II 
(Abcam), およびMouse monoclonal antibody (BXP-21) directed against human ECAD (R&D)を
室温で 60 分間振盪した．次いで，2 次抗体 Alexa Fluor 488 (Molecular Probes)と核染色として
4′,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI; Sigma) 100 nMで室温 60分間振盪し，共焦点レーザー顕
微鏡により蛍光撮影した． 
 
（２）パラフィン固定による，細胞層断面の Hematoxylin-Eosin (HE)染色および蛍光免疫染色 
NJEG細胞および DJEG細胞層をミリセル®上に作製し，サンプルカセットに封入して 10%ホル

















Fig. 12. Phase-contrast microscopy (× 200) of JEG-3 cells cultured in MEM 
(A: NJEG) and CSC
®
 medium (B: DJEG) on plastic plates for 7 days. 
 
次に，シンシチオトロホブラストの細胞融合能獲得時にともなう ECAD の発現減弱，CAD-11 の
発現誘導，および細胞境界を示す desmoplakinの発現について，NJEG細胞とDJEG細胞間で蛍
光免疫染色により比較を行った(Fig. 13) ．その結果，DJEG 細胞においては ECAD の発現抑制
傾向が認められ，CAD-11 では微弱ながら発現誘導の傾向が認められた．また，NJEG 細胞およ
び DJEG細胞いずれにおいても，ECADは細胞境界付近に局在していることが認められ，細胞接
着に関連する機能を担っているものと考えられた．さらに desmoplakin の局在性では，DJEG 細胞
の多核化をともなう細胞境界線の広がりが認められた．また，CAD-11についてはNJEG細胞層断
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Fig. 13. Differences between NJEG and DJEG cells with respect to 
the ECAD, desmoplakin, and CAD-11 protein expression levels 
investigated using immunofluorescence. The green curves indicate 
the expression of the proteins, ECAD, desmoplakin, and CAD-11. 
Blue circles shoe counter-staining with DAPI. The arrow in 
desmoplakin in the DJEG column may indicate a fusion of two 
cells. The arrow in CAD-11 in the DJEG column indicates weak 
CAD-11 expression. 
 
さらに DJEG 細胞層の形態的な特性を確認したところ，細胞層断面のパラフィン切片 HE 染色
(Fig. 14 left column)において，JEG-3細胞層の多層性が認められた．本結果を裏付けるものとし
て，BeWo 細胞層や JEG-3 細胞層の多層性は以前の報告でも認められており 17,23,82)，未だヒト絨
毛由来細胞株の in vitroにおける単層膜形成の報告は無い．しかしながら，物質透過を制御する
シンシチオトロホブラスト層を主要層としているものの，胎盤関門にはサイトトロホブラスト層も存在
している．本節の結果によれば，DJEG 細胞層は複層であり，また微弱ながら CAD-11 の発現が
apical側に認められたことから，本DJEG細胞層モデルが CAD-11未発現のサイトトロホブラスト層
とCAD-11発現誘導をともなうシンシチオトロホブラスト層からなる，より胎盤関門を反映した複層モ










Fig. 14. Differences between NJEG and DJEG on staining with hematoxylin and eosin 
(HE: left column) and with respect to the expression of CAD-11 using 
immunofluorescence (right column) in parafin sections. The right column arrows 
indicate the expression of the proteins, CAD-11. Blue circles show counter-staining 
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ン分泌の亢進や NECC1，efflux トランスポーター群，TJ 関連蛋白，AJ 関連蛋白の発現レベルに















また，前章において DJEG 細胞層の TEER 値の上昇は単なる細胞増殖ではないことが判明し
たが，TEER値の上昇にシンシチオトロホブラスト様のTJが形成されている可能性を検証するため
には，TJ関連蛋白の発現レベルを確認する必要がある．さらに，細胞融合能獲得の指標となりうる









（１）各種 mRNA発現レベルの multiplex RT-PCR法による半定量 
各種培養液により JEG-3細胞を培養後，RNeasy protect cell mini kit (Qiagen)を用いて total 
RNAを抽出し，その 1 μgから iScript® cDNA synthesis kit (Bio-Rad)により first strand cDNA鋳型
を得た．この cDNAをRT-PCRの鋳型として，hPL，NECC1，BCRP，MDR1，MRPs，OCLN，ZO-1，
CLDN1，およびハウスキーピングジーンとして β-actin (ACTB)のプライマーにより(Table 1)，
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multiplex PCR assay kit を用いて RT-PCRを行った．PCRには，GeneAmp® PCR System 9700 
(Applied Biosystems)を用いた. PCR 条件は，denaturation 94ºC, 30 秒, annealing 60ºC, 90 秒, 




は，2% アガロースゲルを用い，エチジウムブロマイドで染色後，UV ライトを照射して観察した． 
 
（２）各種 mRNA発現レベルの TaqMan® real-time RT-PCR法による定量 
Multiplex RT-PCR 法によって発現誘導が認められた mRNA に関しては，TaqMan® gene 
expression assays (ABI)を用いて，各種培養液により培養した JEG-3の mRNA発現レベルを定量
した．TaqMan® gene expression assaysは，hPL，BCRP，NECC1，および CLDN1をターゲットとし
た kitを使用した．ACTB (encoded by the ACTB gene, TaqMan® human endogenous control)をハウ




分の前活性化の後，denaturation 95ºC，15秒，annealing と extension 60ºC，60秒，40サイクルとし
た． 
 
（３）BCRP と ECAD蛋白発現レベルの定量 
MEMによる培養 3日間の NJEG細胞(M3細胞)，7日間の NJEG細胞，および後半 4日間を
CSC
®培地で培養した DJEG細胞を PBSで洗浄し，M-PER®100 μLで 30分間溶解して蛋白溶解
液を得た．蛋白溶解液を，10,000gで 20分間遠心し，その上清を BCA kit (Pierce)で蛋白定量を
行い，ウエスタンブロッティングに用いた．1 レーンの蛋白量は 20 μgで電気泳動を行い，PVDF メ
ンブレンに転写し，1 次抗体 Mouse monoclonal antibodies directed against human BCRP 
(Calbiochem)，Mouse monoclonal antibody (BXP-21) directed against human ECAD (R&D)，およ





し，培養上清を回収した．この培養上清を 4°C ，8,000 × gで 5分間遠心分離し，上清中の hCG
を hCG ELISA Kit (Cosmo Bio)により定量した． 
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Table 1. Positions and amplified fragment length of the primer sequences used for 
multiplex RT-PCR 















































































































た NJEG 細胞に比べ CSC®培地によって培養された DJEG 細胞では，より強く発現誘導されてい
た．特に，シンシチオトロホブラストで発現レベルが最も高いことが知られている efflux トランスポー
ターBCRP については，DJEG 細胞での発現誘導が高レベルであった．さらに，シンシチオトロホ
ブラストに分化することによって発現誘導されることが認められている TJ 関連蛋白 CLDN1 が，
DJEG細胞においても発現誘導されていることが示された．TJ関連蛋白については，CLDN1に加
えて微弱ながらも ZO-1 と OCLNでも発現誘導が認められており，DJEG細胞において TJ形成能
が亢進していることが示唆された．シンシチオトロホブラストにおいても TJ形成能の亢進は認めら 
 
Fig. 15. The expression profiles of MRPs, NECC1 (product size, 402 bp), MDR1 (349 bp), hPL 
(301 bp), BCRP (501 bp), OCLN (248 bp), CLDN1 (350 bp), ZO-1 (198 bp), and ACTB (210 bp) 
mRNAs of the JEG-3 cells cultured in 24-well plates (left-hand two columns) and on Millicell
®
 
24-well cell culture inserts (right-hand seven columns) using multiplex RT-PCR method. The cells 
were cultured under each condition for 4 d after initially culturing in MEM for 3 d. Left-hand 
numbers indicate the size of the PCR products (bp). Right-hand letters indicate the position of each 
target gene. The detail of multiplex RT-PCR method was described in “materials and methods”. 
Data shown a representative of triplicate experiments. ACTB was investigated as a control for total 
mRNA amounts. 
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れており 48,78,79)，本結果はDJEG細胞層のTJ形成能に関するシンシチオトロホブラスト化，および
前章における DJEG 細胞層の TEER 値上昇を裏付けるものである．また，発現変動の大きかった
分化指標について，より詳細に定量的 TaqMan® realtime RT-PCR法で定量したところ（Fig. 16），
NECC1，BCRP，および CLDN1についてはDJEG細胞で有意に発現誘導が認められ，multiplex 
RT-PCR による結果をさらに裏付けることができた．DJEG 細胞における定量的 TaqMan® realtime 
RT-PCR法による hPLの発現は検出できなかったがmultiplex RT-PCR法により発現誘導は確認さ
れており，PCR条件の設定によって検出できる可能性は残されている．十分な TEER値を得ること





Fig. 16. Comparison of the expression ratios of CLDN1, BCRP, NECC1, and hPL mRNAs under 
different JEG-3 culture conditions determined using the TaqMan
®
 realtime RT-PCR method. The 
JEG-3 cells were cultured on Millicell
®
 24-well cell culture inserts for 4 d after initially culturing in 
MEM for 3 d. *p < 0.05, **p < 0.01, *** p < 0.001 (Student’s t-test vs. MEM, n = 4). 
 
また，BCRPについては培養液交換時の JEG-3細胞(M3細胞, MEM培養 3日目の JEG-3 細
胞)をコントロールとして，MEM培養 7日目の JEG-3 (NJEG)細胞とMEM培養 3日に加えてCSC®
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Fig. 17. Difference between NJEG and DJEG cells with respect to ECAD and BCRP protein 
expressions investigated using the western blotting.  The cells were cultured under three 
conditions: for 3 d in MEM (M3), 4 d in MEM (NJEG), and 4 d in CS-C
®
 after initial culture in 
MEM for 3 d (DJEG). Numbers on the left indicate the size of the target proteins. Letters on the 
right indicate the name of each target protein. Data shown a representative of the triplicate 


































Fig. 18. Secretion amount of hCG for 3 days from JEG cells cultured in MEM (NJEG) 
and CSC
 ®
 (DJEG). Human chorionic gonadotropin (hCG) secretion was measured after 
the collection of each supernatant. **p < 0.01 compared with MEM (Student’s t-test). 
Data points represent the mean ± SD values of at least 4 different layers.  
 









さらに，MRPs mRNA発現プロファイルを確認したところ(Fig. 15)，DJEG細胞では NJEG細胞
に比べて MRP1,3,5,7 に発現誘導の傾向が認められ，中でも MRP5 の発現誘導が最も高レベル







培養 3日目の JEG-3 (M3)，NJEG細胞，および DJEG細胞において，ECADの蛋白発現レベル
を比較検討したところ(Fig. 17)，MEM培養 3日目の JEG-3よりも培養 7日目のNJEG細胞の方が












ある 4,74,75)．この観点から，CLDN1，NECC1 の発現誘導が認められた DMEM 培地や，hPL の発
現誘導が認められた Ham’s F-12培地による JEG-3培養では，経細胞輸送を評価できる TEER値
を得ることや BCRP 基質の胎盤関門透過性を評価することは困難であり，胎盤関門の物質透過を
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評価するモデルには高い TEER 値が得られた上で，hPL，NECC1 などの分化指標の亢進，およ
び高レベルの BCRP 発現誘導がすべて認められた CSC®培地またはこれに培地組成が類似して
いる D/F + aFGF培地が妥当であると考えられる．さらに，CSC®培地と D/F + aFGF培地を比較し














ブラスト様の分化指標には，hCG や hPL などの妊娠時に亢進するホルモン分泌，ヒト絨毛癌細胞
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Table 2. Simplified summary of a comparison between the characterization 





NJEGs in our 
study 
DJEGs in our study 




Expression of hPL Induced Not detected Mildly induced 
Expression of NECC1 Temporarily induced Not detected Induced 







Expression of MDR1 Reduced Not detected Not detected 
Induction of MRPs MRP1, 2, 5, 7 
Mildly 
expressed 
MRP1, 3, 5, 7 








Expression of CAD-11 Induced Not detected Mildly induced 
Fusion ability Fusogenic Non-fusogenic Mildly fusogenic 
 
シンシチオトロホブラスト様分化指標の解析において，本DJEG細胞層モデルはNJEG細胞層
に比べて明らかにシンシチオトロホブラスト類似性を示し，NJEG 細胞から DJEG 細胞に分化する
にあたってシンシチオトロホブラスト化の過程をたどっていることが強く示唆された．これらのシンシ
チオトロホブラスト類似性を維持したまま，経細胞輸送を評価出来る可能性を持った in vitro 胎盤
関門薬物透過評価モデルは，これまでに全く報告例が無く，本DJEG細胞層モデルは，現段階で
は最も胎盤関門薬物透過評価モデルに妥当であることが判明した． 





































































ないこと 87)，受動拡散による生体膜輸送が低レベルであること 86)，および MDR1 の基質ではない
ことが知られており 85)，胎盤を介した BCRPの機能評価に適切な基質薬物である．したがって，本
節ではまず本 DJEG 細胞層モデルが BCRP による排出機能を反映できることを明らかとするため
に，DJEG 細胞層を介したシメチジンの透過特性を検討し，DJEG 細胞層が efflux トランスポータ
ーによる透過特性を示すことを検証した． 
次に，より DJEG細胞層の胎盤薬物透過モデルとしての妥当性を検証するために，他の efflux






















が知られており 91,92)，この要因には低分子量，脂溶性に加えて influx トランスポーターであるモノ
カルボン酸トランスポーター(MCT)による担体輸送の関与などが報告されている 20,21,93-97)．さらに
は，バルプロ酸の胎児移行性報告はヒトでの試験結果も報告されており，18 名の妊婦によるヒトに












液を 4.5 g/L D-グルコース含有 Hank’s balanced salt solution (HBSS)で置換し，30分間インキュベ
ートして細胞層を安定化させた．最終濃度 10～300 μMのシメチジン(wt. 252，LogP = 0.072)を上
層または下層に添加し，37°C で 60分間の透過実験を行い，上層または下層のシメチジン濃度を
high performance liquid chromatography (HPLC)を用いて定量した．透過速度(J)および非線形回
帰は式 2を用いて Sigma Stat®により解析した． 
 
式 2:  J: permeation rate (nmol/cm2·s), Ns: 
non-saturable constant, Km: michaelis 
constant, Jmax: maximum permeation rate. 
 
（２）HPLCを用いたシメチジンの定量 
HPLC条件は，流速 1 mL/分，移動相(2 mM トリエチルアミン含有 25 mM酢酸 : アセトニトリ
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透過実験の準備を行った DJEG細胞層を用いて最終濃度 15 μMのフルオレセイン(wt. 332，
LogP = 2.66)およびMRPsの阻害剤 probenecid 100 uMを上層に添加し，37°C で 60分間の透過
実験を行った．下層から 10 μLを採取し，190 μLのHBSSで希釈した後，フルオレセインを蛍光光
度計(excitation 485 nm, emission 528 nm)で定量した． 
 
（４） バルプロ酸の透過実験 
透過実験の準備を行った DJEG細胞層を用いて最終濃度 125～2000 μMのバルプロ酸(wt. 
144，LogP = 2.58)を上層または下層に添加し，37°C で 60分間の透過実験を行った．上層または





BCRP は，母体側に局在している efflux トランスポーターである．まず，本 DJEG細胞層モデル
により，母体側である apical（A）側から胎児側である basolateral（B）側へのシメチジンの透過（A to 
B）係数と，逆方向の透過（B to A）係数を比較した．NJEG細胞層では両方向の透過性に顕著な
相違を示さなかったが，DJEG細胞層では B to Aの透過が有意に高いことが示された(Fig. 19)． 
 
Fig. 19. Apparent permeability coefficient (Papp) of cimetidine (30 μM) 
across NJEG and DJEG layers both apical side to basolateral side (A to B) 
and basorateral to apical (B to A). Permeation studies were carried out for 
60 minutes. **p < 0.01 vs DJEG A to B. 
 
シメチジンの A to B透過性は，BCRPの排出機能によって B to A透過性よりも低くなったと考えら
れ，本結果により本 DJEG細胞層モデルが，BCRPによる排出機能を反映していることが示唆され




20)，排出方向 B to A のシメチジン透過は濃度依存的な飽和性を示し，Km 値 19.8 μM をとる
Michaelis-menten型の飽和曲線に適合する成分と線形性の成分の和で回帰することができた．本
結果により，本 DJEG 細胞層モデルによるシメチジンの透過特性には，明かな efflux トランスポー
ターを介した透過特性が認められ，本 DJEG細胞層モデルが BCRPの排出機能を反映できること
を強く示唆した． 







B to A permeation
B to A saturation
B to A liner

















Papp: 22.09 x 10-6 (cm/s)
Papp: 0.36 x 10-6 (cm/s) pH 7.0 LogD = -0.45
Jmax = 48.3
Km = 19.8 (μM)
Ns = 0.127
Cimetidine donor side concentration (μM)
Eadie-Hofstee plot
 
Fig. 20. Concentration dependent permeation rate (J) of cimetidine across DJEG layers 
both apical side to basolateral side (A to B) and basorateral to apical (B to A). Apparent 
permeability coefficients indicate the values in clinical cimetidine concentrations. Km: 
Michaelis constant, Ns: Non-saturable constant. Eadie-Hofstee plot indicates the 
saturable component. 
 
Johnston らは 100)，シメチジンを投与された 62 名の妊婦から母体血と臍帯血を採取して，シメチ
ジンの F/M 比が約 0.5 であることを報告し，ヒトにおいてもシメチジンは母体血側へ能動的に排出
されることが示された．一方 Staud らは 85)，ラット胎盤を介した胎児側と母体側の 2 層灌流モデル
によって，シメチジンの BCRP を介した両方向透過性を評価し，胎児側から母体側への透過速度
が，Km値 16.7 μMをとる濃度依存的な飽和性を示すことを報告した．このとき，シメチジン F/M比
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ヒト BCRP の基質であることは明らかとされており 86)，前述のヒトにおけるシメチジンの母体側への
能動的な排出も，BCRP によって担われている可能性は非常に高い．したがって，DJEG 細胞層
のシメチジン透過特性は，BCRP の排出機能を反映している可能性が高く，本 DJEG 細胞層モデ
ルが胎盤関門の主な異物排出機能を反映できるモデルであることを強く示唆した． 
また，前述の報告からヒトとラットにおけるシメチジンの F/M比試験の報告は同等であることが示
されており，本 DJEG 細胞層とラットにおける BCRP を介したシメチジン透過の Km 値も同レベル









得た Caco-2細胞層では，物質透過の絶対値そのものは in vivo よりも抑えられていることが知られ
ている．本モデルを用いたシメチジンの透過性評価では，有効血中濃度域における 60 分間の透
過実験において，母体側薬物量の約 100分の 1が胎児側へ移行すると予測された．摘出満期胎
盤を用いた ex vivoモデルを用いた報告では，有効血中濃度域での母体側から胎児側への 60分
間のシメチジン透過は，母体側薬物量の約 100分の 4と予測されている 84)．本DJEG細胞層モデ
ルは，尐なくとも満期胎盤を用いた ex vivoと同レベルの物質透過に対するバリア能を有していると






ンが MRPs の基質であることはいくつか報告されているものの，全ての MRPs の apical 側と
basolateral 側への局在は未だ明確にされておらず，フルオレセインと MRPs サブタイプ間の親和












Fig. 21. Effect of Probenecid (100 μM) on the fluorescein (15 μM) apparent 
permeability coefficient across the DJEG layers (A to B). *p < 0.05. 
さらに，本 DJEG 細胞層モデルにおけるバルプロ酸の透過性評価を行なったところ，有効血中
濃度域(500 μM付近)において A to B方向の透過性が有意に高く，本モデルがバルプロ酸の高
い胎児移行性を反映していることを示唆した．また，A to B 方向のバルプロ酸透過性は，influx ト
ランスポーターの流入透過機能を反映したと考えられる飽和性が認められ，Michaelis-menten 型
の飽和曲線に適合する成分の Km値は 1.76 mMであった(Fig. 22)．Ushigome らと Utoguchi らに






















いくつかの医薬品の in vitro 胎盤関門薬物透過評価を行い，胎児移行性を予測することを試み
た． 
 
Fig. 22. Concentration dependent permeation rate (J) of valproic acid across 
DJEG layers from apical side to basolateral side (A to B) for 60 minutes. 
Apparent permeability coefficient indicates the value in clinical valproic acid 




























透過実験の準備を行った DJEG細胞層を用いて最終濃度 10 μMのブロチゾラム(Bz: w.t. 394, 
LogP 2.34)，トリアゾラム(Tz: w.t. 343, LogP 2.66)，ゾピクロン(Zc: w.t. 389, LogP 2.53)を上層に添
加し，37°C で 60分間の透過実験を行った．下層から 200～500 μLのサンプルを採取し，固相抽
出した後，液体クロマトグラフ-タンデム型質量分析装置(LC/MS/MS)で定量した 105-107)．3 種混合
透過実験では，上層にそれぞれ最終濃度 10 μM で Bz，Tz，Zcを混合添加して同様に透過実験
を行い，下層に透過した 3種の薬物量を LC/MS/MSで定量した． 
 
（２） 3種の睡眠導入剤の定量 
固相抽出カラム Sep-Pak® Vac C-8 (Waters)をメタノール 1 mLで平衡化し，蒸留水 1 mLでメタ
ノールを除去した後，カラムにサンプルをアプライした．蒸留水 5 mLで洗浄した後，アセトニトリル
1 mLで溶出し，終濃度 5 ng/mLの内部標準物質(Paroxetine-D6)とともに LC/MS/MSにアプライし
た．HPLCシステムは，SLC-A10 (Shimazu)を用い，カラム 5C18-MS-II (Waters, 50 × 2 mm)により，
移動相，蟻酸アンモニウム緩衝液 (pH 3.0; 2 mM)：アセトニトリル = 30：70，流速 0.7 mL/分，アプ
ライ量 20 μLで分離を行った．分析時間は 5分で，MS/MSシステム API2000 (ABI)に連動させ，
イオン化法 APCI，測定モード MSM ポジティブイオンで解析を行った．インターナルスタンダード
に Paroxetine-D6 (ターゲットイオン：336.1 (m/e)，プロダクトイオン：76.2，リテンションタイム：0.26分)
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Fig. 23. Apparent permeability coefficient of benzodiazepine 
drugs (Bz: brotizolam, Tz: triazolam, Zc: zopiclone, each 10 
μM) across the DJEG layers (A to B). Bz (Bz + Tz + Zc) 
indicates the apparent permeability of Bz added 
simultaneously each 10 μM final concentration of Bz, Tz, and 
Zc to the upper chamber. ***p < 0.001, **p < 0.01. 
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告はほとんど無く，トリアゾラムが尐なくとも MDR1 の基質では無いことが報告されているのみであ
る 103)．しかしながら，ゾピクロンの透過性が低かったことから efflux トランスポーターの基質の可能
性，またはブロチゾラムとトリアゾラムに influx トランスポーターの基質である可能性が考えられた．  
これらのことから，担体輸送を無視した，生体膜脂質 2 重層モデルだけでは胎盤薬物透過を正確
に評価することは困難であり，シンシチオトロホブラストにできる限り類似した細胞層によって，トラ



















BCRP を主とする efflux トランスポーターが備わっており，実に緻密に異物排出機能を担っている．
Efflux トランスポーターは，さまざまな基質特異性を有しており，efflux トランスポーターの基質とな
る薬物の胎児移行はそれらの異物排出機能によって制限されている．まず，BCRP の基質として
知られているシメチジンを用いて，本 DJEG細胞層モデルの透過性を評価したところ，A to Bの透
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胞層モデルによるシメチジン透過性評価の結果も，DJEG 細胞層で発現レベルの高い BCRP が
apical側に局在し，かつその機能を備えていることを強く示唆した． 
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できる．まず，BCRP の基質として知られているシメチジンを用いて本 DJEG 細胞層モデルの透過




























































２）JEG-3細胞を CSC®培地で培養した JEG-3 (DJEG)細胞層は，MEM培養より細胞間隙透過が
抑制されており，経細胞輸送を評価可能なレベルの細胞層を形成させることに成功した． 
 












６）DJEG 細胞層モデルにおいて，BCRP 基質シメチジン，MRPs の基質フルオレセイン，および
MCT 基質バルプロ酸の透過性評価において，基質薬物のトランスポーター機能特性を反映
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